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RESUMO

A mineracdo de carvdo € uma atividade utilizada por industrias siderurgicas para
geracdo de energia elétrica. Porém, os impactos desse processo vém afetando
consideravelmente o meio ambiente, através da liberacdo de efluentes, como a
drenagem acida de mina (DAM), ricos em metais pesados. Este trabalho analisou
comparativamente a morfoanatomia de espécimes da macrofita Eleocharis laeviglumis
ocorrente naturalmente em ambiente contaminado (DAM+), coletados em
Sideropolis/SC, Lagoa Lingua do Dragdo, e ambiente ndo contaminado (DAM-),
coletados em Florian6polis/SC, Lagoa Pequena. Amostras do escapo floral, rizoma e
raizes foram fixados e processados de acordo com técnicas usuais em anatomia vegetal.
No escapo, foram mensurados altura, diametro, area total, area proporcional do
aerénquima em seccdo transversal (AA), altura total do parénquima pali¢adico (APP) e
da sua da camada mais externa (ACE) e densidade estomatica (DE). No escapo, rizoma
e raizes foram realizados testes histoquimicos padrdo. Morfologicamente os individuos
DAM(+) apresentam menor altura, maior didmetro e maior area total do escapo, e
anatomicamente, mostram menor APP, ACE, DE e maior AA em relacéo aos individuos
DAM(-). A redugdo do tecido fotossintetizante em DAM(+) pode estar associada ao
excesso de Fe disponivel, o qual tende a interferir na distribuicdo de célcio, essencial
para a constituicdo das paredes celulares. O aumento da AA e diminuic¢do da DE podem
ser estratégias compensatorias para armazenar oxigénio e reduzir a area de transpiracao,
respectivamente, em condi¢cGes de hipdoxia. Os testes histoquimicos revelaram
diferencas qualitativas entre os individuos analisados, quanto as fibras subepidérmicas
do escapo, que apresentam-se mais espessadas em DAMY(-), e raiz dos individuos
DAMC(-), cujas células da endoderme e exoderme apresentam-se lignificadas, o que nao
ocorreu em DAM(+). Os resultados obtidos indicam que E. laeviglumis é tolerante a
DAM, apresentando variacdes estruturais em relacdo aos individuos ocorrentes em

ambiente ndo contaminado por DAM.

PALAVRAS-CHAVES: macrdfita, metais pesados, escapo, rizoma, raiz



1. Introdugéo

A mineracdo de carvdo tem sua importancia na industria siderdrgica e geragéo de
energia elétrica. Porém, essa atividade requer cuidadoso planejamento e conhecimento
de novas tecnologias aplicaveis ao processo (KOPEZINSKI, 2000). No entanto, desde o
inicio de sua colonizacdo até os dias de hoje, o Brasil sofre o reflexo de uma atividade
extrativa desordenada (POMPEO et al., 2004). De todos 0s problemas apresentados &
atividade de mineracdo de carvdo, um dos mais significativos é a drenagem acida de
mina (DAM) (MELLO; ABRAHAO, 1998).

A DAM ¢ proveniente de transformac6es ocorridas no rejeito da mineracdo de
carvao, onde o sulfeto, oriundo da forma predominante da pirita (FeS,), € inicialmente
oxidado e na sequéncia do processo é catalisado por bactérias, gerando efluentes com
baixo pH e elevadas concentragcbes de metais, tais como ferro (Fe), manganés (Mn),
zinco (Zn) e sulfatos (MELLO; ABRAHAO, 1998; ALEXANDRE, 1999).

Em Santa Catarina, a industria carbonifera esta presente no sul do Estado, e a
poluicdo causada pela DAM afeta trés bacias hidrograficas: Rio Ararangud, Rio
Tubardo e Rio Urussanga, as quais vém sofrendo com os danos ambientais desde o
inicio do uso da mineracdo como fonte energética (MOURA, 2014). O Gltimo Relatério
de Monitoramento de é&rea degradada feito em 2009, estima que existam
aproximadamente 6.400 hectares de areas terrestres degradadas, além de cerca de 770
bocas de minas abandonadas, o que contribui para a contaminacgdo das bacias e perda da
vegetacdo. Até 2015, o cronograma de recuperacao previa que 46% dessas areas seriam
recuperadas pelas empresas carboniferas responsdveis por cada area.
(PROCURADORIA DA REPUBLICA EM SANTA CATARINA, 2014).

Com acumulo de minerais sulfetados, oriundos dos rejeitos da mineracdo, a agua
dos rios torna-se inadequada para fins domesticos, industriais ou agropecuarios
(BABBITT; LINDNER, 2005; RESTREPO, 2015). De acordo com Kopezinski (2000),
as altas concentracdes de metais pesados e outros elementos toxicos contidos na DAM,
podem estar associados ainda ao desmatamento, alteragcdo da superficie topogréafica e da
paisagem, perda ou destruicdo de solos superficiais férteis, instabilizacdo de encostas e
terrenos em geral, alteracdo de corpos de dgua e de niveis freaticos e exposicao de areas
aos fenbmenos de dinamica superficial, como erosdo e assoreamento, alterando a salde
de todo o ecossistema (EFFLAND; POUYAT, 1997).



Uma vez absorvidos pelas plantas, os metais interferem no funcionamento
fisiologico, bioquimico e estrutural destas, resultando em altera¢cbes na composicao,
rigidez, fluidez, fluxo hidrico e de nutrientes, reducdo no crescimento de tecido e de
biomassa. Além disso, pode afetar o ciclo e divisdo celular, principalmente de regides
meristematicas da raiz, alteragdo no comprimento e diametro dos elementos de vasos,
alteracdo na produgdo de clorofila, redugdo dos tecidos fotossintéticos e
consequentemente no processo de fotossintese, incluindo o estresse oxidativo
(GEREMIAS et al., 2012).

Algumas espécies de macrofitas podem, em ambientes contaminados por metais,
apresentar alta taxa de crescimento e capacidade de absorver e concentrar tais poluentes
metalicos, muitas vezes sem apresentar sintomas de intoxicacdo (clorose ou necrose)
(MOTTA MARQUES et al., 1997; ALVARENGA et al., 2007). Tais espécies estdo
inseridas no grupo das plantas as quais podem apresentar diversos mecanismos
especificos permitindo a tolerancia a metais pesados (SCHAT et al., 2000).

Segundo Schat (2000) esses mecanismos podem ser: reducdo da absorcdo pelas
raizes; imobilizacdo de ions tdxicos nas paredes celulares, evitando assim possivel
transporte via apoplasto; quelacdo dos metais no citoplasma por meio de
macromoléculas organicas ou inorganicas, que se ligam aos ions metalicos (agentes
quelantes); e compartimentalizacdo onde ha formacdo de complexos com &cidos
organicos e inorganicos no vacuolo (LARCHER, 2004). No entanto, o0 mecanismo pelo
qual tais plantas podem adaptar-se e sobreviver em ambientes altamente metalicos
(BATTY et al., 2000) e as relacdes dinamicas entre plantas, organismos do solo e
contaminacgdo por metais ndo tem sido suficientemente exploradas (KRUMINS, 2015).

No municipio de Siderdpolis (SC) ocorrem lagoas &cidas, as quais recebem a
DAM proveniente das antigas cavas de mineragdo a céu aberto. Entre elas, encontra-se a
lagoa “Lingua do Dragdo”, a qual apresenta aguas com elevado nivel de contaminantes,
sendo considerada area critica de dificil recuperagdo (MOURA, 2014). Entretanto, nesta
lagoa ocorre naturalmente a macrdéfita Eleocharis laeviglumis, pertencente a familia
Cyperaceae, caracterizada por apresentar caule subterraneo do tipo rizoma, ser &fila,
com escapos cilindricos e perenes, unico 6rgdo fotossintetizante, os quais, quando
reprodutivos, possuem espiguetas cilindricas, agudas e esverdeadas (TREVISAN;
BOLDRINI, 2006).



Alguns trabalhos tem estudado a utilizacdo de espécies de Eleocharis para a
remocdo de metais pesados do solo ou &gua contaminada. Gonzalez-Elizondo et al.
(2005) evidenciaram que E. sarsenifera S. Gonzalez, J. A. Tena e T. Alarcdn acumula
arsénio em elevadas concentracfes em seus tecidos, sendo classificada como planta
tolerante a arsénio. Ha et al. (2011) expondo E. acicularis (L.) Roem. & Schult, em
laboratorio, a diferentes concentracdes de Na, Ag, Pb, Cu, Cd, Zn, observou grandes
concentracOes desses metais acumulados em suas raizes. O que também foi observado
por Lottermoser (2011) em E. equisetina C. Presl, coletadas em &guas &cidas de minas
abandonadas na Australia, apresentando capacidade de reter elevadas concentracdes de
diversos metais em seus 6rgdos subterraneos.

Os métodos fisico-quimicos convencionais estabelecidos para remediar 0s
ambientes contaminados, sdo frequentemente caros, ambientalmente invasivos e néo
fazem uso eficaz dos recursos existentes, especialmente no caso de areas contaminadas
em grande escala (ASHRAF et al., 2011; MOURA, 2014). As plantas demonstram
potencial para estabilizar a superficie e reduzir a erosdo, tornando-se um meio
alternativo de diminuir o risco ambiental representado pelos rejeitos de minas. Esta
opcao é chamada fitoestabilizacdo e considera o0 uso de espécies vegetais tolerantes a
metais para imobilizar metais pesados, atravées da absor¢do e acumulagédo pelas raizes ou
precipitacdo dentro da rizosfera (WONG, 2003).

Silva (2015) comparou aspectos morfoanatdmicos estruturais, ultraestruturais e
alguns parametros ecofisioldgicos do escapo de individuos de E. laeviglumis cultivados,
em laboratdrio, com agua contaminada e ndo contaminada por DAM. De acordo com 0s
resultados da referida autora, E. laeviglumis pode ser considerada espécie tolerante a
metais pesados, pois retém grande quantidade de metais, principalmente Fe no sistema
radicular e apresenta boa eficiéncia fotossintética, apesar de ter menor crescimento do
escapo em comparacao com os individuos cultivados em ambiente desprovido de DAM.

Desta forma, no presente estudo, serdo analisados comparativamente a
morfoanatomia de individuos de E. laeviglumis ocorrente naturalmente em ambiente
contaminado e ndo contaminado por DAM, a fim de identificar possiveis variacOes
estruturais, as quais possam sugerir algum mecanismo de tolerancia aos metais pesados,

conforme observado por Silva (2015) em condi¢6es de cultivo.



2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Comparar aspectos morfoanatdbmicos de E. laeviglumis ocorrente em ambiente
contaminado e ndo contaminado por drenagem acida de mina (DAM), com o objetivo
de verificar se existem variacbes estruturais entre os individuos as quais possam ser

indicativos de mecanismos de tolerancia aos metais.

2.2 Objetivos Especificos

- Analisar os aspectos morfométricos do escapo: altura, diametro e area total.

- Analisar a anatomia quantitativa do escapo: mensurando a area proporcional do
aerénquima em seccdo transversal, numero de camadas e altura das células do
parénquima palicadico e a densidade estomatica.

- Analisar a anatomia qualitativa da raiz, rizoma e escapo através dos testes

histoquimicos.

3. Material e Métodos
3.1 Area de Estudo

Espécimes de Eleocharis laeviglumis R. Trevis e Boldrini (Cyperaceae) foram
coletados em duas areas: a &rea 1 é a Lagoa Lingua do Dragéo localizada no municipio
de Sideropolis, Sul do Estado de Santa Catarina (28°35' S; 49°27' O) (Figura 1). A lagoa
recebe a drenagem dos efluentes provindos da Vila Funil, possuidores de grande
quantidade de metais pesados resultantes do beneficiamento do carvdo minerado na
mina do Cantdo, como 6xido de ferro, que resulta na cor avermelhada da agua, de onde
provem o topénimo alusivo dado ao corpo agquoso. Como parametro, pode-se citar
estimativas de pH entre 2,8 a 3,0, implicando em &guas muito &cidas (NEVES;
SAMBUGARO, 2007). Moura (2014) analisando os indices de metais na agua e solo da
Lagoa Lingua do Dragdo, observou que o Fe ocorre em maior concentracdo em relacao
a todos 0s metais analisados, tanto na &gua (140,8 mg.L-1) como no solo (>20000,0
mg.Kg-1). A concentracdo de Mg e Zn ultrapassou aproximadamente 200 vezes o limite

permitido para agua doce e o Ni ultrapassou 15 vezes o limite maximo de acordo com a



Resolucdo Conama 357/2005. No solo, o referido autor, também detectou altos indices
de Pbe Zn.

A érea 2, selecionada como &rea controle, sem comprometimento por atividade de
mineracdo de carvao, foi a Lagoa Pequena (27°3924"S; 48°28'41"W) localizada entre
os bairros do Rio Tavares e Campeche, em Florianopolis. Possui uma area de 27,5
hectares - cerca de 270,5 mil m2 (Figura 2), com aguas consideradas levemente 4cidas
(TIRELLI, 2007). Nao existem na area rios, ribeirdes ou riachos, evidenciando que a
Lagoa é a parte perceptivel do lencol freatico abastecido pelas aguas da chuva (GERI,
2007).



Figura 1: Area 1. (A) Localizacdo do municipio de Siderdpolis na regi&o sul do Estado
de Santa Catarina. (B) Imagem de satélite da Lagoa Lingua do Dragdo. (C) Visao geral
da lagoa (D) e (E) Detalhes das margens da Lagoa indicando (seta) a ocorréncia de
Eleocharis laeviglumis.



Florianépolis

.
Lagoa Pequena

Figura 2: Area 2. (A) Localizacdo do municipio de Floriandpolis, Estado de Santa
Catarina. (B) Imagem de satélite da Lagoa Pequena localizada no bairro Campeche,
em Floriandpolis. (C) Visdo geral da lagoa. (D) Imagem de uma das margens da lagoa
mostrando a presenca de Eleocharis laeviglumis juntamente com outras espécies de
macrofitas. (E) Imagem do momento da coleta de Eleocharis laeviglumis.



3.2 Métodos

Dos espécimes de E. laeviglumis coletados, dois de cada area, foram depositados
no Herbario FLOR da Universidade Federal de Santa Catarina.

Para as analises morfométricas foram coletados 18 individuos de cada ambiente,
dos quais foram mensurados o comprimento e o didmetro do escapo com auxilio de fita
métrica e paquimetro digital (Steinlesshardenedv), respectivamente. Para a
determinacéo da area do escapo, foi utilizada a equacdo: A; = 2nrh+2nr2, onde A; € a
area total; = € uma constante equivalente a 3,14; r € o raio e h, a altura. Os dados obtidos
foram apresentados em cm?.

Amostras da regido mediana do escapo, rizoma e raiz de pelo menos trés
individuos, coletados em ambas as é&reas, foram fixados em formalina neutra
tamponada, FNT (KRAUS; ARDUIN, 1997, modificado) por 12h, lavadas trés vezes
em &gua destilada e, posteriormente, desidratadas em sequéncia etilica crescente, sendo
armazenados em etanol 70° GL.

Para as analises anatdbmicas quantitativas do escapo, o material previamente
fixado, foi infiltrado em hidroxietilmetacrilato (historesina Leica), de acordo com a
metodologia modificada de Arnold et al., (1975). Os blocos foram seccionados
transversalmente com espessura de 5um em micrétomo (Leica RM 2125) do
Laboratorio de Anatomia Vegetal. As sec¢des foram coradas com Azul de Toluidina pH
5,8 (O'BRIEN et al., 1964).

A partir de secBes transversais do escapo, foi mensurada a area proporcional do
aerénquima pelo software ImageJ versao 1.32 (RASBAND, 2008) através da equacao:
PA = Ai. 100/A; onde PA = Proporcdo do aerénquima, A@a= area total do aerénquima
em seccao transversal, A= area do 6rgao em secdo transversal, cujos resultados foram
expressos em %. Foram também medidos a altura das células epidérmicas, a espessura
total do parénquima palicadico e a altura das células da camada mais externa do
parénquima palicadico a partir de imagens capturadas em microscopio Leica, modelo
DM 2500 com camera acoplada Leica DFC 295 e analisadas pelo software Leica V3.7,
do Departamento de Boténica de Universidade Federal de Santa Catarina.

Para o estudo da densidade estomaética, foi realizada a dissociagdo epidérmica.
Para tanto, amostras da regido mediana do escapo foram colocados em placas de Petri

com solucdo de peroxido de hidrogénio 30% e acido acético glacial (2:1) em estufa a



60°C por 24h (FRANKLIN, 1945). Posteriormente, a epiderme foi lavada em &gua
destilada, corada com Safranina 1% e montadas em laminas semi-permanentes com
gelatina glicerinada. A contagem foi realizada no mesmo equipamento e programa
acima citado, em quadrado de dimensdes 2048x1536 bpp.

Os dados guantitativos foram comparados por andlise de variancia ANOVA (one-
way), seguido pelo teste t de Student com grau de significancia (a =0,05) com o auxilio
do programa Statistica 8.0.

Para as analises anatbmicas qualitativas, as amostras de escapo, rizoma e raiz,
previamente fixadas, foram seccionadas transversalmente a méo livre, com laminas de
barbear, usando suporte de isopor. Foram realizados os testes histoquimicos: Sudan,
para lipidios e paredes cutinizadas (FOSTER, 1949), Floroglucinol em meio &cido, para
lignina (JOHANSEN, 1940), cloreto férrico, para substancias fendlicas (JOHANSEN,
1940) e Lugol para amido (JOHANSEN, 1940).

4. Resultados
4.1 Analise morfométrica do escapo

Os resultados encontrados mostraram que os individuos DAM(+) apresentam
menor altura e maiores valores do diametro e area total do escapo floral em relacdo aos
individuos DAM(-) (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios e desvio padrdo, obtidos em analises morfoldgicas do escapo
floral de Eleocharis laeviglumis coletados em ambiente contaminado por Drenagem
Acida de Mina (DAM+) e ndo contaminado (DAM-). As letras minGsculas indicam

diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos.

Ambiente Altura (cm) Diametro (cm) Area total (cm?)

DAM(-) 43,92+6,1° 0,16+0,03" 22,3+5,44°

DAM(+) 37,42+6,18" 0,23+0,02° 27,13+6,81°
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4.2 Anatomia quantitativa e qualitativa do escapo

Em seccéo transversal (Figuras 3 A-D), o escapo apresenta contorno circular em
ambos ambientes, entretanto, com maior didmetro em DAM(+) (Tabela 1; Figuras 3A,
C). A epiderme é unisseriada, com cuticula cuja reacdo ¢é de igual intensidade quando
submetido ao Sudan IV em ambos ambientes (Tabela 2). As células tém formato
arredondado e parede altamente espessada nos individuos DAM(-) (Figura 3B), seguida
por corddes de fibras subepidérmicas, que também apresentam-se altamente espessados
em DAMC(-), em comparacdo aos individuos do ambiente DAM(+) (Figura 3D). Os
estdmatos estdo no mesmo nivel das demais células epidérmicas em ambos 0s
ambientes (Figuras 3 B, D). Em vista frontal, as células epidérmicas sdo alongadas no
sentido longitudinal, com paredes anticlinais sinuosas e estdbmatos do tipo paracitico,
distribuidos em fileiras longitudinais. A densidade estomaética é estatisticamente maior
em individuos DAM(-) (Tabela 3).

A regido cortical € composta por parénquima palicadico contendo duas camadas,
nos individuos DAM(+) e duas a trés camadas nos individuos DAM(-) (Figuras 3 B, D).
Ha presenca de idioblastos com compostos fendlicos, em ambos os ambientes (Tabela
2). Houve variacdo significativa na altura total e na altura da camada mais externa do
parénquima palicadico, as quais sdo maiores nos individuos DAM(-) em relacdo aos
individuos DAM(+) (Tabela 3).

O sistema vascular apresenta feixes vasculares colaterais, os quais se distribuem
préximos ao cortex e na regido medular (Figuras 3 A, C). Os feixes sdo envolvidos
externamente por bainha de células parenquimatica conspicuas e, internamente, por uma
segunda bainha cujas células possuem paredes periclinais internas espessadas em “U”
envolvendo o floema, as quais sdo relativamente mais espessadas nos espécimes
coletados em DAMC(-) (Figuras 3 B, D).

A regido central é preenchida por aerénquima constituido por células
parenquimaticas de paredes finas que delimitam grandes lacunas de ar. A éarea
proporcional do aerénquima é estatisticamente maior nos individuos DAM(+) (Tabela
3). As lacunas podem ser interrompidas por diafragma constituido por uma Unica
camada de células braciformes. Idioblastos contendo compostos fendlicos foram

observados apenas nos individuos DAM(-) (Tabela 2).
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Tabela 2. Testes histoquimicos realizados no escapo floral de Eleocharis laeviglumis.

Conteudo dos idioblastos Parede celular

Local de ClIFe Lugol Sudan Floroglucinol ClIFe

coleta PP FV AE | PP AE BF |CT FS | FS BF CT | EP FS

DAM
()
DAM
(+)

+++ ++ 4+ -- -- -- ++ + + +++ -- -- --

+++ ++ - - - - ++ + - + - - +

Legenda: Né&o reagiu (--); reacdo fraca (+);reacdo moderada (++) e reacdo intensa
(+++). Aerénquima (AE), Bainha do Feixe (BF), Cuticula (CT), Epiderme (EP), Feixe
Vascular (FV), Fibras Subepidérmicas (FS), Parénquima palicadico (PP), Cloreto
férrico (Clfe).

Tabela 3. Valores médios e desvio padrdo, obtidos em analises quantitativas do escapo
floral de Eleocharis laeviglumis R. Trevis. E Boldrini coletados em substrato
contaminado por Drenagem Acida de Mina (DAM+) e ndo contaminado (DAM-). As

letras minusculas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos.

Paréametros do escapo DAM(+) DAM(-)
ACE (um) 34,4+4,75° 38,37+4,42 °
APP (um) 70,749,74° 92,71+16,05°
AA (%) 85,54+2 47 77,95+3,63 °
DE (mm?) 60,85+16,17 ° 75,75+17,06 °

Legenda: AA (area proporcional do aerénquima), ACE (altura da camada mais externa
do parénquima pali¢adico), APP (altura total do parénquima palicadico), DE (densidade

estomatica).
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Figura 3. Fotomicrografias de secgdes transversais do escapo floral de Eleocharis
laeviglumis. A-B. Local ndo-contaminado por Drenagem éacida de mina DAM(-). C-D.
Local contaminado DAM(+). Ae = Aerénquima, Bf = Bainha do feixe, Ep = Epiderme,
Es = Estobmato, FS = Fibras subepidérmicas, Id = Idioblasto, PP = Parénquima
Paligadico.Escalas: A-C: 300um, B-D: 30um.

4.3 Analise anatbmica e histoquimica da raiz e rizoma

Em seccéo transversal da raiz, observa-se a epiderme unisseriada, com células de
formato arredondado, com presenca de pélos radiculares e a regido cortical com
disposicdo radiada (Figura 4A). A exoderme ¢é unisseriada, possuindo células
arredondadas que, em DAMC(-) sdo lignificadas, apresentando reacdo positiva para
Floroglucinol acidificado (Figura 4B, Tabela 4). Na regido central do cortex, observa-se
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0 aerénquima com disposicdo radiada, com células retangulares e arredondadas, e
espacos intercelulares (Figura 4A). As ceélulas corticais mais internas sdo compactas
com paredes espessadas, a endoderme apresenta-se fortemente espessada em “U” com
reacdo positiva para Floroglucinol e Sudan IV indicando a presenca de lamela e
suberina e substancias lipidicas (Figuras 4 C,D, Tabela 4).

O cilindro vascular é constituido externamente pelo periciclo seguido pelos
tecidos vasculares, xilema e floema primérios. O periciclo é unisseriado constituido de
células parenquimaticas de onde se originam as raizes laterais. O protoxilema apresenta
varios polos os quais se alternam-se com os corddes de floema, apresentando-se um raiz
poliarca. No centro do cilindro vascular, observa-se a medula com células

parequimatica (Figura 4C).

Tabela 4. Testes histoquimicos realizados na raiz dos individuos de Eleocharis

laeviglumis R. Trevis. E Boldrini.

Conteldo dos idioblastos Parede celular
Local de CIFe Lugol Sudan Floroglucinol ClFe
coleta CT Cv CT |CV EP Cl EN EX Cl EN EX EP CT
DAM (-) - -- - - - - +++  +++ ++ - ++ + --

DAM (+) - e - - - -
Legenda: N&o reagiu (--); reacdo fraca (+); reacdo moderada (++) e reagdo intensa (+++).
Cilindro Vascular (CV), Cortex Interno (Cl), Cuticula (CT), Endoderme (EN), Epiderme
(EP), Exoderme (EX).
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Figura 4. SeccOes transversais da raiz de Eleocharis laeviglumis, coletados em
ambiente DAM(-). (A) Vista geral. Com epiderme, cortex constituido de aerénquima e
cilindro vascular. (B) Detalhe dos pélos radiculares, epiderme unisseriada e exoderme
espessada com reacdo positiva para floroglucinol. (C) Observam-se as células
compactas do coOrtex interno e estrutura geral do cilindro vascular e medula
parenquimatica. (D) Detalhe da endoderme espessada e do periciclo unisseriado. Ae =

aerénquima, Cl = cortex interno, CV = cilindro vascular, Em = endoderme, Ep

epiderme, Ex = exoderme, Fl = floema, Me = medula, Mx = metaxilema, Pe

periciclo, Px = protoxilema. Escalas: A: 50um, B-C-D: 30um.
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No rizoma, em seccdo transversal, observa-se a epiderme unisseriada,
constituida de células com paredes espessadas (Figura 5 A, B, Tabela 5). Cordfes de
fibras subepidérmicas podem ser observados, 0s quais também apresentam compostos
fenolicos em suas paredes, com maior intensidade nos individuos DAM(+) em relacédo
os individuos DAM(-) (Tabela 5). O cortex apresenta-se dividido em cortex externo e
interno (Figura 5A). Nas células do coértex externo observa-se a formacdo de
aerénquima e as do cortex interno possuem arranjo compacto e sdo relativamente
menores (Figura 5A). A endoderme apresenta células de formato arredondado, paredes
finas (Figura 5D), e com reacéo positiva para Sudan IV nos dois tratamentos (Tabela 5).
No cilindro vascular, o periciclo é pouco diferenciado das demais camadas e apresenta-
se plurisseriado (Figura 5D). Os feixes vasculares encontram-se distribuidos na periferia
formando um anel, os quais sdo do tipo anfivasal (Figura 5 C-D). Na regido central
ocorre a medula, formada por tecido parenquimético (Figura 5C). Por todo cilindro
vascular, pode-se observar a presenca de idioblastos com compostos fendlicos em

ambos ambientes e com gréos de amido apenas em DAM(+) (Tabela 5).

Tabela 5. Testes histoquimicos realizados no rizoma dos individuos de Eleocharis
laeviglumis R. Trevis. E Boldrini.

Conteldo dos idiob. Parede celular
Local de CIFe [ Lugol Sudan [ Florogl. ClFe
coleta Cl__cv|cv EP CT FS ENJ|FS EN|EP FS CI
DAM (-) ++ +++ -- +++ A+ A + = = ++
- ++ +++ +++ ++ - - +++  +++ ++

DAM (+)

Legenda: Nao reagiu (--); reacdo fraca (+); reacdo moderada (++) e reacdo intensa (+++).
Cilindro Vascular (CV), Cortex Interno (Cl), Cuticula (CT), Endoderme (EN), Epiderme
(EP), Exoderme (EX), Fibras subepidérmicas (FS).
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Figura 5. Secgdes transversais do rizoma de Eleocharis laeviglumis. A, B coletados
em DAM(+); C,D coletados em DAM(-). (A) Vista geral. (B) Detalhe mostrando
epiderme unisseriada, fibras subepidérmicas e cértex externo. (C) Observam-se 0

aerénquima e o cilindro vascular. Os feixes vasculares encontram-se distribuidos na
periferia formando um anel. Observam-se a medula parenquimatica e idioblastos com
compostos fendlicos (seta preta). (D) Detalhe da endoderme e do feixe vascular
anfivasal. Ae = aerénquima, CE = cortex externo, Cl = cortex interno, CV = cilindro
vascular, Em = endoderme, Ep = epiderme, Fs = fibras subepidérmicas, FI = floema,
Me = medula, PE = periciclo, Xi = xilema. Escalas: A: 100um, B: 30um, C-D: 50um.
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5. Discussao

Os individuos de E. laeviglumis ocorrentes em ambiente DAM(+) mostraram
caracteristicas morfologicas do escapo floral estatisticamente diferentes em relacdo aos
individuos DAMC(-).

Segundo Moura (2014), o pH da Lagoa Lingua do Dragdo varia entre 2,51 e 3,34,
considerados valores acidos. Em pH &cido, os metais existem em sua forma livre, na
forma de ions, com maior mobilidade, tornando-se mais disponiveis para serem
absorvidos pelas plantas e microrganismos (CHAUDRI et al., 2000). O excesso de
determinados elementos toxicos, pode interferir de maneira desfavoravel na absorcao e
na translocacdo dos elementos esséncias para a planta (RAI et al., 2005; SHARMA;
DUBEY, 2005; PANDEY et al., 2007). Desta forma, isso explicaria a menor altura dos
escapos observada nos individuos DAM(+) de E. laeviglumis, j& que o excesso de
metais livres na agua, compete pelos sitios de ligacdo de carreadores presentes na
membrana plasmatica, utilizados pelos elementos essenciais para o0 crescimento da
planta, causando reducdo da absorcdo desses elementos e consequentes disturbios
nutricionais, 0s quais podem interferir no desenvolvimento da planta (ARDUINI et al.,
1998).

Assim como observado por em Gomes (2011) em Brachiaria decumbens e Silva
(2015) em E. laeviglumis, no presente estudo observamos também reducdo na densidade
estomatica nos individuos de E. laeviglumis DAM(+), o que pode ser considerado como
uma estratégia compensatoria, pois a menor densidade estomaética reduz a area de
transpiracdo e, consequentemente, reduzir a quantidade de translocacdo de metais para
parte aérea reduzindo o estresse causado pelos mesmos.

O maior diametro e area total do escapo observados nos individuos DAM(+) tem
relacdo direta a0 aumento da area de aerénguima. A presenca de aerénquima € comum
em plantas aquaticas, servindo para trocas gasosas e flutuacdo (DREW et al., 2000,
DICKISON, 2000). Enquanto o padrdo de desenvolvimento do aerénquima é bem
estudado em raizes, pouco se conhece sobre a origem e desenvolvimento deste em
caules, j& que o caule é considerado uma estrutura complexa consistindo de varios
orgdos como folhas, peddnculos (JUNG et al., 2008) e escapos.

De modo geral, o aerénquima, principalmente aquele das raizes e rizomas, pode

desenvolver-se principalmente por desintegracdo de células, em que a deficiéncia de
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oxigénio, promove a producéo de etileno, pelo estimulo anaerdbico, causando aumento
na atividade da celulase, que conduz a desintegracdo de células e, consequentemente o
desenvolvimento do aerénquima (FAHN, 1982; SOUZA, 2009). Em comparagdo com
os trabalhos de Seagle (2005) e Jung et al., (2008), possivelmente o padrdo do
aerénquima no escapo de E. laeviglumis pode se enquadrar em dois tipos, aerénquima
favo de mel ou aerénquima folha, respectivamente, ambos esquizdgenos expansivos.

Os espacos intercelulares esquizdgenos podem ser formados através da
separagdo da lamela média das paredes das células adjacentes (JACKSON;
ARMSTRONG, 1999). De acordo com Ishizaki (2015) a formacdo dos espacos
intercelulares esquizdgenos é devido a mecanismos moleculares especificos os quais
regulam os sitios de separacdo de células e coordenam a extensa reorganizacdo das
paredes celulares.

Embora ndo se conheca efetivamente o padrdo de desenvolvimento do
aerénquima em 6rgdo como 0 escapo e como ndo se conhece nenhum relato sobre a
acdo do etileno nesses 6rgéos, acreditamos que possivelmente o ambiente contaminado
por DAM, possa de alguma forma interferir nos processos, e possivelmente esta
relacionado ao aumento proporcional deste tecido nos individuos de E. laeviglumis,
favorecendo o armazenamento de O..

A reducdo da altura do parénquima palicadico, bem como da altura da sua
camada mais externa observada nos individuos DAM(+), pode representar um estresse
causado pelos metais pesados contidos no ambiente, conforme relata Barcel6 e
Poschenrieder (1992) e Silva (2015). Outros estudos tém demonstrado a reducdo dos
tecidos fotossintetizantes por excesso de metais pesados no solo, como Bini et al. (2012)
que, avaliando as respostas de Taraxacum officinale Web crescendo em substrato com
altas concentracGes de Cu, Fe, Zn, observaram que o parénquima esponjoso apresentou
poucas células arredondadas com grandes espacos intercelulares, o parénquima
palicadico praticamente ausente, e reducdo da espessura da folha, em comparagdo com
amostras de local ndo contaminado. Santana (2014), submetendo Setaria parviflora
(Poir.) Kerguelen a diferentes concentracdes de ferro, notou alteracdes nas células da
epiderme, desorganizacédo das células do mesofilo a medida que as concentracfes de Fe
aumentavam. Segundo Santana et al. (2014), uma quantidade excessiva de Fe no

substrato, pode reduzir a parte aérea devido ao desarranjo nutricional, uma vez que o Fe
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pode interferir nos teores de nitrogénio, potassio e célcio. O célcio atua na composi¢do
estrutural das paredes celulares e na regulacdo da permeabilidade da membrana
plasméatica (MARSCHNER, 1995).

Moura (2014) analisando os indices de metais na dgua e solo da Lagoa Lingua
do Dragédo, observou que o Fe ocorre em maior concentracdo em relacdo a todos os
metais analisados, tanto na agua (140,8 mg.L-1) como no solo (>20000,0 mg.Kg-1), o
que nos permite evidenciar a possivel interferéncia desse metal no desenvolvimento do
parénquima palicadico em E. laeviglumis. Chama-se atengdo, entretanto, que segundo
Silva (2015) a menor altura do parénquima palicadico, também observado por ela em E.
laeviglumis, cultivado em DAM(+), ndo foi limitante para alterar a estrutura dos
cloroplastos bem como o seu desempenho fotossintético o qual manteve-se normal em
relagdo aos individuos cultivados em DAM(-).

No escapo floral ainda, o maior espessamento das paredes, tanto das células
epidérmicas quanto das fibras subepidérmicas e das fibras dos feixes vasculares,
observadas nos individuos DAM(-), possivelmente indicam estresse salino, hidrico e de
fortes ventos sofridos por plantas ocorrentes em ambientes de restinga, aumentando a
resisténcia mecéanica e evitando a desidratacdo (FAHN; CUTLER, 1992, MARTINS et
al., 2008). Tais espessamentos ndo foram observados nos individuos DAM(+)
corroborando o trabalho de Silva (2015) onde tanto os individuos DAM(-) e DAM(+)
ndo apresentaram 0s espessamentos, ja que o trabalho foi experimental, em casa de
vegetacao e livre dos respectivos estressores citados acima.

Segundo Metcalfe (1971), o rizoma € o principal caule subterraneo encontrado
nas espécies de Cyperaceae. E um 0rgdo de resisténcia e armazenamento de nutrientes
além de ser o principal meio pelo qual uma Unica planta pode cobrir grandes areas,
devido ao seu crescimento continuo (HOLTTUM, 1995).

As analises histoquimicas realizadas nas raizes e rizoma de modo geral ndo
mostraram diferencas qualitativas entre os ambientes analisados. Nas raizes, destacamos
0 maior espessamento da endoderme e exoderme nos individuos DAM(-) com presenca
de lamela de suberina e de lignina, em contraste com a auséncia desses compostos nos
individuos DAM(+). O espessamento das células da endoderme e exoderme sdo comuns
em plantas vasculares (ESAU, 1974) e desempenham importante barreira para a rota

apoplastica de solutos (TAIZ; ZEIGER, 2004). Apesar dos individuos presentes em
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DAM(+) ndo apresentarem o espessamento dessas células, acredita-se que as estrias de
Caspary, ja identificadas em outras espécies da familia Cyperaceae (RODRIGUES;
ESTELITA, 2004; SANTOS et al., 2012), estejam atuando como barreira evitando em
grande quantidade a passagem dos elementos toxicos para o restante da planta.

De acordo com Silva (2015), os individuos de E. laeviglumis cultivados em
DAM(+) apresentaram maior retencdo do percentual médio dos elementos Fe e Si,
seguidos por Cu, Al, S, Mo e Mg, Zn, Mo e Ca na raiz, seguido pelo rizoma, sendo,
nestes Orgdos, a epiderme o tecido com as maiores taxas percentuais, ocorrendo
diminuicdo gradual nos tecidos mais internos, permitindo que pequena quantidade
chegue nas partes aéreas, tanto do Fe como dos demais elementos. Segundo Moura
(2014) as espécies sujeitas a DAM como E. laevglumis apresentam associa¢des com
bactérias, que podem trazer beneficios as mesmas, como por exemplo, a remocdo dos
metais pesados e tais associacdes estdo em maior quantidade na raiz dessas espécies.

No rizoma, destacamos a presenca de grédos de amido no parénquima do cilindro
vascular nos individuos DAM(+) conforme também observado por Silva (2015). A
sacarose é o principal carboidrato translocavel das plantas, podendo ser armazenada nos
vacuolos celulares até 0 momento de ser metabolizada (FARRAR et al., 2000). Sendo
assim, a presenca de amido nos rizomas dos individuos coletados em DAM(+) pode ser
uma estratégia adaptativa da espécie para armazenar maior quantidade de substancias de
reserva, uma vez que esta sob condicdo de estresse.

Os resultados morfoanatdmicos quantitativos e qualitativos observados no
presente estudo, corroboram aos observados por Silva (2015), mostrando que individuos
de E. laeviglumis ocorrente em DAM(+) apresentam variacdes estruturais em
comparacdo aos individuos ocorrentes em DAM(-), as quais a tornam espécie
naturalmente tolerante a DAM, podendo ser utilizada, em estudos futuros, em processos
de fitorremediacdo, como a fitoestabilizagdo, em ambientes aquaticos poluidos por
DAM.
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